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Název práce:  Analýza derivátů pterinu kapilární zónovou elektroforézou
Abstrakt: Pteriny patří do důležité skupiny látek fungující jako inhibitory, 
senzitizéry, enzymy, koenzymy, pigmenty atd. a spolu s karotenoidy 
a anthrachoninony jsou zodpovědné za charakteristické zbarvení 
ploštic. Tato práce byla zaměřena na vývoj kapilární elektroforetické
separační metody pro analýzu šesti vybraných derivátů pterinu 
(biopterinu, neopterinu, isoxanthopterinu, leukopterinu, 
xanthopterinu a erythropterinu) a jejich následnou identifikaci ve 
třech formách ploštice Graphosoma semipunctatum. Separace byly 
realizovány v křemenné nemodifikované kapiláře termostatované na 
teplotu 30 °C. Separační elektrolyt se skládal z kyseliny borité, 
tris(hydroxymethyl)aminomethanu a disodné soli 
ethylendiamintetraoctové kyseliny. V rámci optimalizační procedury 
byl studován vliv pH pufru, koncentrace jednotlivých složek 
základního elektrolytu, velikosti separačního napětí a vlnové délky 
UV detekce na elektromigrační chování a citlivost detekce. Za 
optimalizovaných separačních podmínek byly analyzovány 
organické extrakty ze tří forem ploštice Graphosoma semipunctatum.
Klíčová slova: kapilární elektroforéza, deriváty pterinu, modelová směs, reálný 
vzorek štítku ploštice, různé formy, identifikace.
Title: Analysis of pterine derivatives by capillary zone electrophoresis
Abstract: Pterins belong to an important group of compounds, acting as 
inhibitors, sensiziters, enzymes, coenzymes, pigments etc. and 
together with carotenoids and anthraquinones are responsible for 
characteristic coloration of bugs. This work was focused on the
development of a capillary electrophoretic separation method for the 
analysis of six pterine derivatives, namely biopterine, neopterine,
isoxanthopterine, leukopterine, xanthopterine and erythropterine and
on their identification in the real samples. Separation was conducted
in an uncoated fused-silica capillary termostated at 30 °C. Separation 
electrolyte contained boric acid, tris(hydroxymethyl)aminomethane 
and disodium salt of ethylenediaminetetraacetic acid. The effects of 
buffer pH, concentration of electrolyte components, separation voltage 
and wavelength of UV detection on electromigration behavior and
detection sensitivity were studied. Under the optimized separation 
conditions, organic extracts of the three forms of Graphosoma 
semipunctatum bugs were analyzed.
Keywords: capillary electrophoresis, derivatives pterine, mixture model, real 
sample label bug, different forms, identification.
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1 Seznam zkratek a symbolů
BIO biopterin
CAS Reg.No. registrační číslo Chemical Abstract
CE kapilární elektroforéza




HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie
ISO isoxanthopterin
LEU leukopterin
LIF laserem indukovaná fluorescence
NEO neopterin








E intenzita elektrického pole
H výškový ekvivalent teoretického patra
I procházející proud
LC celková délka separační kapiláry
LD délka kapiláry od vstupního konce k detektoru
Mr relativní molekulová hmotnost




pKa záporný dekadický logaritmus disociační konstanty
pKa,1 záporný dekadický logaritmus disociační konstanty do prvního stupně
pKa,2 záporný dekadický logaritmus disociační konstanty do druhého stupně
pKa,3 záporný dekadický logaritmus disociační konstanty do třetího stupně
Qi celkový náboj iontu
R rozlišení
R1,2 rozlišení dvou sousedních zón
ri poloměr iontu
s směrodatná odchylka
sr relativní směrodatná odchylka
tcelk. celková doba separace
teof migrační čas značkovače elektroosmotického toku
tmig migrační čas
tmig,1 migrační čas první látky
tmig,2 migrační čas druhé látky
tmig,i migrační čas i-té  látky
U separační napětí
w0,5;i šířka píku v polovině jeho výšky i-té látky
w1 šířka píku při základně první látky
w2 šířka píku při základně druhé látky
wi šířka píku při základně i-té látky
xi naměřená hodnota
x~ medián
νef,i elektroforetická rychlost i-tého iontu
εo permitivita vakua
εr relativní permitivita kapaliny
η viskozita separačního roztoku
λ vlnová délka
μef,i elektroforetická pohyblivost i-tého  iontu
μeff,i efektivní elektroforetická pohyblivost i-tého iontu
1 Seznam zkratek
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μeof pohyblivost elektroosmotického toku





Pterin a jeho deriváty patří do skupiny heterocyklických sloučenin, které se 
vyskytují v řadě biologických systémů. Mají důležité biologické funkce jako 
inhibitory1, senzitizéry2,3, enzymy4, koenzymy5, senzory6 a dále fungují jako   
pigmenty7-11 nebo toxiny12. Relativně vysoké koncentrace derivátů pterinu se nacházejí 
jako pigmenty u hmyzu, plazů, obojživelníků, krabů, mořského planktonu nebo 
v lidských tělních tekutinách13.
Listová kyselina, konjugovaný pterin a vitamin ze skupiny B, vystupuje jako 
koenzym při reakcích souvisejících se syntézou purinových a pyrimidinových bází. 
Tetrahydrobiopterin vystupuje jako koenzym při metabolických reakcích hydroxylace 
některých aminokyselin a je důležitý pro metabolismus oxidu dusnatého5,14. 
Oxidativní stres zahrnuje zvýšení koncentrace kyslíkových, eventuálně 
dusíkových radikálů, a to je příčina mnoha akutních a chronických onemocnění. 
Deriváty pterinu jsou schopny modulovat oxidativní stres, protože tyto volné radikály 
vychytávají15-17. 
Zvýšené koncentrace derivátů pterinu (biopterinu, neopterinu nebo onkopterinu) 
byly nalezeny v séru nebo v moči u pacientů trpících např. rakovinou štítné žlázy a prsu, 
autismem, Alzheimerovou nebo Parkinsonovou chorobou. Příčiny změn koncentrací 
derivátů pterinu v různých fyziologických a patologických stavech nejsou doposud plně 
objasněny z důvodu jejich obtížné kvantifikace v lidských tělních tekutinách. 
Pravděpodobně se každá skupina nádorových chorob vyznačuje různými změnami 
koncentrací derivátů pterinu. V budoucnu by mohly tyto deriváty sloužit jako 
biomarkery těchto onemocnění a sledování jejich koncentrací v tělních tekutinách by 
umožnilo zahájit včasnou léčbu ještě před klinickými projevy12,18-25.
Červeno-oranžový erythropterin a žlutý xanthopterin obsahují některé druhy 
motýlů a tyto deriváty jim propůjčují typické zabarvení26. Některé druhy hmyzu 
využívají tohoto výrazného zabarvení k ochraně před vizuálně se orientujícími 
predátory – ptáky27.  Z pigmentů, které byly doposud analyzovány u zvířat, mají pteriny 
nejvyšší obsah dusíku15.
Některé deriváty pterinu jsou součásti výstražného zabarvení štítků ploštic. 
Odstín zabarvení se může měnit s jednotlivými formami ploštic, ale i s lokalitou jejich
2 Úvod
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výskytu nebo s ročním obdobím jejich sběru. Doposud však nebylo známé, zda je odstín 
zbarvení dán přítomností rozdílných pterinů nebo pouze jejich různým poměrem ve 
štítku. Vývojem účinné analytické metody pro separaci pěti derivátů pterinu, konkrétně 
biopterinu, isoxanthopterinu, leukopterinu, xanthopterinu a erythropterinu, které se 
mohou vyskytovat ve štítcích ploštice Graphosoma semipunctatum jsem se zabýval již 
v rámci své bakalářské práce, ve které byla k tomuto účelu využita metoda 
vysokoúčinné kapalinové chromatografie v reverzním módu28. Všechny studované 
deriváty však v tomto systému vykazovaly velmi rychlou retenci doprovázenou nízkou 
separační účinností a tento systém se ukázal být pro separaci studovaných derivátů 
nevhodný. 
Cílem této diplomové práce bylo otestovat vhodnost použití kapilární 
elektroforézy pro separaci výše zmíněných analytů, rozšířených o neopterin, a 





3.1 Historie, rozdělení a vlastnosti derivátů pterinu
Z dostupných pramenů se historie pterinu začíná psát již v roce 1889. Prvním 
izolovaným derivátem pterinu byl žlutý xanthopterin z křídel motýlů čeledi Pieridae29. 
Skupině těchto pigmentů se začalo později říkat pteridiny z řeckého slova φτερό = 
křídlo30.
Základním skeletem těchto heterocyklických sloučenin je pteridin, který se 
skládá z pyrimidinu a pyrazinu (obr. 3.1). 
                                 
Obr. 3.1: Strukturní vzorce pteridinu (vlevo) a oxidovaného pterinu (vpravo)
Pteriny lze rozdělit do dvou skupin podle velikosti postranního řetězce, a to na 
nekonjugované, které mají na pteridinovém cyklu navázány malé substituenty a 
konjugované, obsahující velké substituenty s p-aminobenzoovou kyselinou, např. 
listová kyselina nebo riboflavin. Přehled některých nekonjugovaných pterinů je uveden 
v tabulce 3.1. V přírodě se rovněž vyskytují isopteriny, např. xanthopterin a 
isoxanthopterin, lišící se polohou oxo skupiny v pozici 6 a 7. Pteriny se mohou 
vyskytovat ve třech oxidačních stavech, a to 7,8-dihydro-, 5,6,7,8-tetrahydro- a plně 
oxidované (aromatické) formě. Redukované formy pterinů působí jako silné lapače 
reaktivních forem kyslíku a jejich antioxidační účinky lze zvýšit interakcí s určitými 
kationty kovů např. Zn2+, Cd2+ nebo Hg2+. Oxidované formy pterinů vykazují silnou 
fluorescenci, která se může lišit v různých oblastech pH. Xanthopterin vykazuje 
v kyselé oblasti červenou fluorescenci, zatímco v alkalické oblasti modrou 
fluorescenci30-33.
Pteriny se na světle rozkládají na různé deriváty, jsou tedy fotosenzitivními 
sloučeninami. Vzdušným kyslíkem podléhají redukované formy derivátů pterinu 
oxidaci, zvláště v přítomnosti iontů některých kovů. Z mateřské sloučeniny nevzniká 




















během oxidace, vznikají i různé deriváty pterinu30,31.
Substituované pteriny jsou prakticky ve vodě nerozpustné díky přítomnosti 
aminových a oxo skupin, které jsou schopny tvořit intramolekulární vodíkové vazby. 
Rozpustnost ve vodě lze zvýšit derivatizací, která zabrání tvorbě těchto vazeb, např. 
alkylací aminové či amidové skupiny12,35.
Tabulka 3.1: Přehled některých nekonjugovaných pterinů a jejich pKa hodnot. Kde pKa









































    kyselá forma                                                      zásaditá forma
R1 R2 Sloučenina pKa
-H -H pterin 7,90a
-CHO -H 6-formylpterin 7,30a
-COOH -H 6-karboxypterin 7,90a
-(CHOH)2-CH3 -H rhamnopterin 8,00
a
-CO-CHOH-CH3 -H sepiapterin 9,95
b
-CHOH-CHOH-CH3 -H biopterin 8,10
a
-CHOH-CHOH-CH3 -CH2-CH2-CH2-NH2 onkopterin -
c





Ve vodných roztocích se pteriny chovají jako slabé kyseliny a většina pterinů 
může existovat ve více acidobazických formách. V prostředí při pH 4 – 12 obecně platí, 
že dominantní rovnováha se ustavuje mezi dvěma formami, a to kyselou formou 
s amidovou skupinou a zásaditou formou s fenolátovou skupinou, pKa této rovnováhy je 
přibližně 8. Při pH okolo 5, respektive 10, se deriváty pterinu nacházejí z více než 99 % 
v kyselé, respektive zásadité formě36,37.
3 Teoretická část
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Pteriny existují v několika tautomerních strukturách, ale pouze dvě struktury se 
považují za významné – laktamová a laktimová (obr. 3.2).
     Laktamový tautomer                    Laktimový tautomer
Obr. 3.2: Významné tautomerní formy pterinů38
Tautomerní rovnováha je posunutá ve prospěch laktamového (oxo-) tautomeru, 
který má nejnižší energii a je nejstabilnější. Proto se pteriny ve vodných roztocích 
chovají jako slabé kyseliny38-40.
Vzhledem k fyzikálně-chemickým vlastnostem derivátů pterinu (citlivost na 
světlo, nízká rozpustnost a nízká koncentrace např. v biologických tekutinách) je 
analýza derivátů obtížná.
3.2 Pteriny ve funkci výstražného zabarvení ploštic
Aposematismus je jev, při kterém živý organismus, disponující nějakým 
výstražným signálem, se ho snaží aktivně použít a tím odradit potenciálního predátora 
od útoku. Organismy využívají různé strategie, jimiž se před predátory brání, ať již 
zvukovými, pachovými nebo optickými. Právě optické signály jsou nejběžnější a jsou 
tvořeny různými výraznými barvami (nejčastěji červenou nebo žlutou), které jsou 
kombinovány do charakteristických vzorů na kontrastním pozadí. Výstražný signál je 
účinnější, je-li vzor symetrický, tvořený většími a výraznějšími komponentami. Běžným 
vzorem jsou kruhové skvrny na těle organismu např. u motýlů nebo podélné skvrny 
např. na štítcích některých ploštic. Za charakteristické zbarvení ploštic jsou zodpovědné 
deriváty pterinu, karotenoidy a anthrachinony. Velikost a tvar skvrn jsou na každé 



























Obr. 3.3: Barevné formy Graphosoma semipuncatum, zleva červená, světlá a oranžová  forma41,42
3.3 Studované analyty
  Xanthopterin
               2-aminopteridin-4,6(3H,5H)-dion
Xanthopterin je žlutá krystalická látka, která se vyskytuje hlavně v křídlech 
motýlů a v moči savců. Vykazuje podobnost s močovou kyselinou, a proto poskytuje 
murexidovou reakci33. Ovlivňuje růst a diferenciaci buněk, např. inhibuje růst 
lymfocytů stimulovaných konkanavalinem (látka rostlinného původu patřící 
k lektinům43). Některé mikroorganismy jsou schopny převést xanthopterin na listovou 




















Isoxanthopterin je bezbarvá krystalická látka. Spolu s xanthopterinem patří mezi 
isopteriny a u obou byla prokázána silná aktivita proti karcinomu mléčné žlázy 
u myší30,46.
    Leukopterin
     2-aminopteridin-4,6,7(1H,5H,8H)-trion
Leukopterin je bezbarvá krystalická látka obsažená v křídlech bělásků. 
Má vysoký bod tání a je společný oxidační produkt xanthopterinu a 
isoxanthopterinu33,47. Dříve se předpokládalo, že leukopterin je močová kyselina, 
protože také poskytuje murexidovou reakci29.
Neopterin
2-aminopteridin-6(1,2,3-trihydroxypropyl)-4(3H)-on
Spolu s biopterinem patří mezi nejvýznamnější deriváty pterinu v lidském 
organismu. Poprvé byl izolován v roce 1963 z larev včel, včelích dělnic a mateří 
kašičky48. Zvýšená koncentrace neopterinu doprovází řadu onemocnění a souvisí 
s aktivací imunitního systému. U pacientů trpících maligními a virovými onemocněními 






















    Biopterin
2-aminopteridin-6(1,2-dihydroxypropyl)-4(1H)-on
Biopterin je nejrozšířenějším derivátem pterinu a poprvé byl objeven v moči
savců. Biosyntéza biopterinu a vůbec všech pterinů začíná hydrolytickým štěpením 
guanosintrifosfátu. Jeho redukovaná forma, tetrahydrobiopterin, je kofaktorem 
některých monooxygenas aromatických aminokyselin30. Porucha metabolismu 




Erythropterin je červenooranžové barvivo, které se nejčastěji vyskytuje 
v pigmentových granulích epidermálních buněk u hmyzu52. Tabulka 3.2 shrnuje 
























Tabulka 3.2: Konstanty studovaných analytů nalezené v Reaxys. Xanthopterin (XAN), 
isoxanthopterin (ISO), biopterin (BIO), neopterin (NEO), leukopterin (LEU), 
erythropterin (ERY), registrační číslo v Chemical Abstract (CAS Reg. No.). Kde Mr je
relativní molekulová hmotnost, pKa záporný dekadický logaritmus disociační konstanty 
při teplotě 25 ˚C a rozp. je rozpustnost ve vodě při teplotě 20 ˚C.
Analyt CAS Reg. No. Mr pKa,1 pKa,2 pKa,3
rozp.
g.dm−3
XAN 119-44-8 179,138 1,91 6,84 9,46 0,025
ISO 529-69-1 179,138 -a -a -a 0,005
BIO 22150-76-1 237,218 2,43 7,77 - 0,190
NEO 2009-64-5 253,217 -a -a -a -a
LEU 492-11-5 195,137 7,40 9,50 13,00 0,001
ERY 7449-03-8 265,185 -a -a -a -a
a Nepublikovaná hodnota
3.4 Metody stanovení
Deriváty pterinu se nejčastěji stanovují v moči, plazmě, séru nebo mozkomíšním 
moku30, kde se jejich koncentrace pohybuje v rozmezí 10−6 – 10−9 mol.dm−3. V současné 
době se pro stanovení derivátů pterinu nejvíce využívají chromatografické metody, a to 
papírová chromatografie10, reverzní9,20,53,54, iontově-párová55, hydrofilní interakční56, 
iontoměničová57,58 a chirální59 vysokoúčinná kapalinová chromatografie.
Díky přirozené fluorescenci derivátů pterinu se nejčastěji používá fluorescenční 
detekce a analýzy se často provádí za přítomnosti pufru. Bylo prokázáno, že některé 
anionty (fosfátové, acetátové) mohou za určitých experimentálních podmínek (pH, 
koncentrace aniontu) významně snížit emisní záření derivátů pterinu ve vodných 
roztocích, a to vede k chybné interpretaci a závěrům60.
K separaci derivátů pterinu v různých oxidačních stavech je vhodné použít 
iontově-párovou nebo iontoměničovou chromatografii, zatímco pro plně oxidované 
formy pterinu je výhodnější použít chromatografii na reverzních fázích. Pro přímé 
stanovení oxidovaných i redukovaných forem pterinu v biologických vzorcích se 
využívá elektrochemická detekce30.
Pro analýzu derivátů pterinu se také využívají spektrometrické metody, např.
povrchem zesílený Ramanův rozptyl – metoda SERS61 nebo synchronní fluorescenční 
spektrometrie62. Biopterin a neopterin lze stanovit radioimunoanalýzou nebo metodou 
ELISA a v současné době jsou již dostupné komerční sety30.
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3.4.1 Kapilární zónová elektroforéza
V práci Futiana a kol.22 byly pomocí kapilární elektroforézy analyzovány různé 
deriváty pterinu v moči u zdravých pacientů a pacientů s rakovinou. Nalezené limity 
detekce byly velmi nízké – méně než 1·10−10 mol.dm−3. Jako standardy byly použity: 
6,7-dimethylpterin, xanthopterin, biopterin, neopterin, 6-(hydroxymethyl)pterin, pterin, 
isoxanthopterin a pterin-6-karboxylová kyselina.
Analýzy byly prováděny v křemenné kapiláře o vnitřním průměru 50 μm, délce 
k detektoru 35 cm a celkové délce 60 cm. Separační elektrolyt se skládal z 2 mmol.dm−3
disodné soli ethylendiamintetraoctové kyseliny, 0,1 mol.dm−3 kyseliny borité a 
0,1 mol.dm−3 tris(hydroxymethyl)aminomethanu. Vzorky byly dávkovány 
elektrokineticky, po dobu 10 s při napětí 20 kV. Následné separace byly prováděny při 
20 kV s detekcí založenou na laserem indukované fluorescenci.
Separace derivátů pterinů pomocí kapilární elektroforézy byla závislá na pH 
základního elektrolytu. K oddělení biopterinu od neopterinu, nejvýznamnějších derivátů 
pterinu, které jsou vylučovány močí, docházelo pouze při pH > 8. Dále bylo zjištěno, že 
migrační chování a separační účinnost ovlivňuje teplota. Ze studie vyplývá, že 
koncentrace disodné soli ethylendiamintetraoctové kyseliny hraje významnou roli 
v oddělení isopterinů, a to isoxanthopterinu a xanthopterinu. Její přídavek do 
separačního elektrolytu zamezí vzájemné interakci těchto dvou isopterinů, bohužel 
přesný mechanismus interakce disodné soli ethylendiamintetraoctové kyseliny a 
molekul isoxanthopterinu a xanthopterinu není doposud znám.
3.5 Kapilární elektroforéza
Kapilární elektroforéza – CE patří mezi elektromigrační metody a používá se 
k dělení látek pomocí vloženého elektrického pole. Díky vysokému elektrickému 
odporu separační kapiláry lze aplikovat vysoké elektrické pole v řádu stovek Vcm−1. 
Velkou výhodou použití vysokého elektrického pole je krátká doba analýzy a vysoká 
účinnost separace63,64.
Složky vzorku se dělí na základě jejich rozdílné rychlosti migrace v separačním 
elektrolytu. Pokud by se uvažovala směs kationtů a aniontů, kationty budou putovat 
směrem k záporné elektrodě – katodě a anionty ke kladné elektrodě – anodě65.
Nejjednodušší variantou kapilární elektroforézy je kapilární zónová 
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elektroforéza – CZE. Dále byla vypracována celá řada separačních technik, které 
rozšiřují možnosti prosté CZE jako je např. kapilární gelová elektroforéza, micelární 
elektrokinetická kapilární chromatografie, kapilární izotachoforéza a další66. 
Aplikační spektrum kapilární elektroforézy je v současné době široké, od
separace malých anorganických iontů např. Na+, Ca2+, Cl−, SO4
2− až po separaci 
biomolekul jako je např. DNA nebo proteiny. Přidáním dalších aditiv např. organických 
modifikátorů, chirárních selektorů, látek schopných komplexace s molekulami analytu 
atd. do separačního elektrolytu, lze dosáhnout odlišných separačních mechanismů a tím 
zvýšit selektivitu separace. Analýzy lze provádět jak ve vodném, tak i nevodném 
prostředí. Tato metoda se neustále vyvíjí a v řadě případů přebírá úkoly, které byly 
dříve řešené výhradně metodou HPLC63,65. 
3.5.1 Princip elektroforézy
Princip elektroforézy spočívá v migraci nabitých částic v elektrickém poli, které 
se vytváří vkládáním vysokého napětí dosahujícího desítek tisíc voltů mezi elektrody. 
Transportními jevy uplatňujícími se v elektroforéze a obecně v elektromigračních 
metodách je elektroforetická pohyblivost (mobilita) samotných látek a elektroosmotický 
tok.
Elektroforetická pohyblivost μef,i (m
2V−1s−1) je rozhodujícím faktorem pro 
separaci v kapilární elektroforéze a je definována jako rychlost nabité částice 
v elektrickém poli o jednotkové intenzitě. Je přímo úměrná celkovému náboji iontů a 
nepřímo úměrná jeho poloměru a viskozitě separačního roztoku63:
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kde νef,i je elektroforetická rychlost daného i-tého iontu [ms
−1], μef,i je elektroforetická 
pohyblivost daného i-tého iontu [m2V−1s−1], E intenzita elektrického pole [Vm−1], která 
je dána podílem aplikovaného napětí a celkové délky separační kapiláry, Qi  celkový 




Obr. 3.4:Helmholtzova vrstva (1), difuzní vrstva (2) a profil toku kapilárou
Z toho tedy vyplývá, že malé a vysoce nabité ionty mají vysokou 
elektroforetickou pohyblivost, zatímco velké a málo nabité ionty ji mají nízkou. Při 
nadávkování vzorku jsou všechny částice v jednom místě a během separace se dostávají 
do popředí částice s větší pohyblivostí a tím dochází k jejich oddělení63.
V roztocích silných elektrolytů se nazývá aktuální elektroforetická pohyblivost a 
v případě slabých elektrolytů je závislá na podílu disociovaných částic, čili je určena 
stupněm disociace. Ten je závislý na pH separačního elektrolytu – pak se nazývá 
efektivní elektroforetická pohyblivost μeff,i, přičemž elektroforetická pohyblivost 
aniontů je záporná a kationtů kladná. Každá látka tedy vykazuje různou 
elektroforetickou pohyblivost a ta je kvalitativní charakteristikou pro dané prostředí a 
teplotu. Dalším transportním jevem je elektroosmotický tok – EOF66. 
Stěny křemenných kapilár obsahují siloxanové skupiny ≡Si–O–Si≡, které 
v kontaktu s roztoky o vyšším pH hydrolyzují na silanolové skupiny ≡Si–OH a následně 
disociují na ≡Si–O−, čímž se na stěně kapiláry vytváří záporně nabitá vrstva. Ke stěně 
jsou přitaženy uvolněné protony, které vytvářejí pozitivně nabitou vrstvu. Vzniká tak 
stabilní elektrická dvojvrstva (tzv. Helmholtzova vrstva) a difuzní vrstva (obr. 3.4).
Potenciál mezi stěnou separační kapiláry a vrstvou těsně k ní přiléhající se nazývá zeta-
potenciál. V okamžiku vložení vnějšího napětí se začnou ionty pohybovat k opačně 




Směr EOF závisí na polaritě nábojů v elektrické dvojvrstvě a jeho rychlost na 
velikosti zeta-potenciálu, intenzitě elektrického pole, relativní permitivitě a viskozitě 
separačního roztoku63: 
  Eeofeof                                                    (3-3)
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kde νeof je rychlost elektroosmotického toku [ms
−1], μeof elektroosmotická mobilita 
[m2V−1s−1], E intenzita elektrického pole [Vm−1], která je dána podílem aplikovaného 
napětí a celkové délky separační kapiláry, εr relativní permitivita kapaliny, εo permitivita 
vakua, ξ zeta-potenciál [V] a η viskozita separačního roztoku [kgm−1s−1].
Elektroosmotický tok působí jako neselektivní síla – unáší všechny částice 
přítomné v separačním elektrolytu stejnou rychlostí. Velkou výhodou je, že způsobuje 
menší rozmytí zón analytů, díky plochému profilu toku kapaliny kapilárou (obr. 3.4).
Ve výsledném záznamu elektroforetických separací – elektroferogramech - tak 
získáváme užší píky a dosahujeme vyšší separační účinnosti oproti HPLC, kdy je profil 
toku kapaliny kolonou parabolický63,66.
Ve většině případů je EOF dost silný i k transportu aniontů ke katodě. Neutrální 
látky se pohybují jen rychlostí elektroosmotického toku, přičemž kationty se pohybují 
rychleji a anionty pomaleji. Detektorovým okénkem jako první v pořadí procházejí 
nejmenší kationty s nejvyšším nábojem, pak neutrální látky a nakonec anionty, přičemž 
jejich pořadí je opačné než u kationtů, čili jako poslední procházejí nejmenší a nejvíce 
nabité anionty. Celková pohyblivost částic, někdy též nazývaná zdánlivá, je dána 
součtem elektroosmotické a jejich vlastní elektroforetické pohyblivosti63.
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Pohyblivost elektroosmotického toku lze vypočítat na základě zjištění 
migračního času neutrální látky, tzv. značkovač EOF a pro tyto účely se používá např. 
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kde μeof je pohyblivost elektroosmotického toku [cm
2V−1s−1], μeff,i efektivní 
elektroforetická pohyblivost daného i-tého iontu [cm2V−1s−1], LD délka kapiláry od 
vstupního konce k detektoru [cm], LC celková délka kapiláry [cm], teof migrační čas 
značkovače elektroosmotického toku [s], tmig,i migrační čas i-té nabité látky [s] a U
separační napětí [V].
Důležitým cílem analýzy je dosažení dobrého rozdělení analyzovaných látek. 
Toto rozdělení lze kvantitativně vyjádřit jako rozlišení R1,2 a vyjadřuje míru kvality 
separace dvou sousedních zón. Čím je jeho hodnota vyšší, tím lepšího rozdělení 
dosáhneme. Dvě sousední zóny jsou od sebe plně separované, je-li jejich rozlišení 
R1,2 ≥ 1,5 
63:
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kde R1,2 je rozlišení dvou sousedních zón, tmig,1 migrační čas první látky [s], tmig,2
migrační čas druhé látky [s], w1 šířka píku při základně první látky [s] a w2 šířka píku 
při základně druhé látky [s].
V kapilární elektroforéze je potřeba rychlost elektroosmotického toku 
kontrolovat, např. čím je pH separačního elektrolytu větší, tím dochází k větší disociaci 
ionogenních silanolových skupin a k rozprostření většího negativního náboje na stěně 
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separační kapiláry. Rychlost elektroosmotického toku je větší a z toho vyplývá, že ionty 
mohou opouštět separační kapiláru dříve, než dojde k jejich rozdělení. Některé metody 
ovlivnění rychlosti elektroosmotického toku jsou uvedeny v tabulce 3.3. Rychlost 
elektroosmotického toku lze nejsnadněji ovlivnit změnou intenzity elektrického pole, 
ale tato metoda ovlivnění rychlosti může mít negativní vliv na účinnost, rozlišení a čas 
separace. Z tohoto důvodu se dává přednost změně pH pufru, avšak tato změna může 
mít vliv na náboj molekul analytu, a tudíž na jejich elektroforetickou pohyblivost. Pro 
úspěšnou separaci je potřeba najít takové podmínky, aby rychlost elektroosmotického 
toku a elektroforetické pohyblivosti iontů analytu byly optimální64.
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Tabulka 3.3: Hlavní parametry ovlivňující rychlost elektroosmotického toku.
Změna Výsledek Poznámka
Velikost elektrického pole Vyšší elektrické pole 
produkuje vyšší rychlost EOF
Účinnost a rozlišení se 
můžou snížit, když je 
rychlost EOF nízká 
Vysoká rychlost EOF má za 
následek vysoké Joulovo 
teplo




Může se měnit náboj nebo 
struktura rozpuštěných látek
Iontová síla nebo 
koncentrace pufru
Jejich vyšší hodnota sníží 
zeta-potenciálu a rychlost
EOF
Vysoká iontová síla 
generuje vysoký proud a 
Joulovo teplo
Nízká iontová síla může 
způsobovat adsorpci vzorku 
na stěně kapiláry
Když je vodivost elektrolytu 
odlišná od vodivosti vzorku
může způsobovat 
nesymetričnost píků




Změna zeta-potenciálu a 




Přídavek povrchově aktivní 
látky





snížit rychlost nebo obrátit 
směr EOF




3.5.2 Faktory ovlivňující účinnost separace
Separační účinnost je charakterizována počtem teoretických pater N, popřípadě 
výškovým ekvivalentem teoretického patra H. Z elektroferogramu jí lze vypočítat na 
základě migračního času zóny a šířky píku při základně, eventuálně šířky píku 
v polovině jeho výšky. Při daném čase odpovídají užší píky vyššímu počtu teoretických 
pater a tedy lepší separační účinnosti63:
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kde N je počet teoretických pater, tmig,i migrační čas i-té nabité látky [s], wi šířka píku   
i-té nabité látky při základně [s], w0,5;i šířka píku i-té nabité látky v polovině jeho výšky
[s], H výškový ekvivalent teoretického patra [cm] a LD délka kapiláry od vstupního 
konce k detektoru [cm].
Po nadávkování vzorku migruje každý analyzovaný iont podle své 
elektroforetické pohyblivosti jako nezávislá zóna. Rozšiřování takových zón je 
výsledkem působení několika různých dějů. V ideálním případě k tomuto rozšiřování 
přispívá pouze molekulární difuze, v praxi ale také přispívají k rozšiřování zón i další 
jevy jako je např. Joulovo teplo a s ním spojený teplotní gradient, délka dávkované 
zóny, interakce molekul vzorku se stěnami separační kapiláry, rozdíly v elektrické 
vodivosti vzorku a separačního elektrolytu (elektrodisperze) nebo nestejná úroveň 
hladin elektrolytu ve vialkách64.
Limitujícím faktorem v kapilární elektroforéze je používání vysokých napětí ve 
snaze zrychlit analýzu. Důsledkem elektrického proudu procházejícího separačním
elektrolytem vzniká Joulovo teplo, jehož důsledkem je ohřívání separačního elektrolytu. 
Pokud není zajištěn dostatečný odvod tepla přes kapilární stěnu, dochází k rozdílu teplot 
ve středu kapiláry a u jejích stěn. Vznikají tak různé teplotní gradienty, jejichž 
důsledkem jsou lokální změny viskozity separačního elektrolytu a následné rozšiřování 
zón vzorku. Zvýšení teploty závisí na rozměrech kapiláry, vodivosti pufru a 
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aplikovaného napětí na elektrody64.
Existuje celá řada možností, jak snížit tvorbu Joulova tepla, např. snížením 
aplikovaného napětí na elektrody, snížením vodivosti separačního elektrolytu (snížení 
iontové síly nebo koncentrace pufru), zmenšením vnitřního průměru kapiláry nebo
jejího termostatování. I tyto regulace Joulova tepla mají své nevýhody, např. zmenšení 
vnitřního průměru kapiláry není praktické z hlediska detekce, dávkování vzorku a
možného ucpání kapiláry. Vnitřní průměry kapilár se obvykle pohybují v            
rozmezí 25 – 50 μm63,64.
Po nadávkování vzorku je důležité, aby délka zóny byla co nejmenší. Délka 
zóny závisí na difuzním koeficientu daného analytu a době, kterou stráví v kapiláře. 
Délka nadávkované zóny by měla pohybovat v rozmezí 1 – 2 % z celkové délky 
separační kapiláry64.
Interakcí molekul analytu se stěnami separační kapiláry dochází obvykle ke 
změnám migračního chování separovaných zón. Vzhledem k tomu, že stěny separační 
kapiláry obsahují ionizovatelné skupiny, dochází k hromadění separovaných iontů 
opačného náboje v blízkosti stěn separační kapiláry a to vede ke zvýšené sorpci. Sorpce 
vede k rozmývání zón a projevuje se nesymetričností píků v elektroferogramech. 
Existuje několik metod, jak sorpci potlačit. Jednou z možností je změna pH separačního 
elektrolytu tak, aby stěny separační kapiláry i separované ionty nesly náboj stejného 
znaménka, a tudíž se vzájemně odpuzovaly. Další možností je deaktivace stěn separační 
kapiláry jejím pokrytím různými hydrofilními polymery nebo detergenty. Tímto 
způsobem ale bývá zároveň ovlivněna rychlost elektroosmotického toku64.
Rozdíly mezi elektrickou vodivostí zóny vzorku a použitým separačním 
elektrolytem mají vliv na tvar separované zóny. Pokud má zóna vzorku vyšší, 
respektive nižší elektrickou vodivost než separační elektrolyt dochází k tzv. 
elektrodisperzi, projevující se v elektroferogramech „tailujícími“, respektive 




Obr. 3.5: Křemenná kapilára65
3.5.3 Instrumentace
Samotná separace probíhá v křemenné 
kapiláře s velmi malým vnitřním průměrem, 
která je na obou koncích ponořena do 
nádobek (vialek) naplněných separačním 
elektrolytem. Křemenná kapilára má obvykle 
vnější průměr 360 μm a vnitřní průměr 25 –
100 μm. Samotná kapilára je ještě obalena 
polyimidovou vrstvou, která zajišťuje její pružnost a umožňuje její ohýbání, aniž by se 
zlomila65 (obr. 3.5).
Velkou výhodou je v kapilární elektroforéze malá spotřeba vzorku – v řádech 
nanolitrů. Vzorek lze dávkovat třemi způsoby, a to tlakem, rozdílem hladin elektrolytu v 
nádobkách (princip spojitých nádob) nebo elektrokineticky. Nejběžnější je dávkování 
tlakem, kdy je vstupní konec kapiláry ponořen do vialky s roztokem a je aplikován 
zvýšený tlak po dobu několika sekund. Méně používané dávkování je elektrokinetické, 
kdy je opět vstupní konec kapiláry ponořen do vialky s roztokem a na místo tlaku je 
aplikováno napětí. Nevýhodou tohoto dávkování je možná diskriminace některých 
iontů63,65.
Jelikož je průměr kapilár velmi malý, detektory pro kapilární elektroforézu musí 
být velmi citlivé. Nejpoužívanější je absorpční fotometrický nebo fluorescenční 
detektor např. s detekcí založenou na laserem indukované fluorescenci, který je velmi 
citlivý, avšak drahý. V současné době se také využívá spojení kapilární elektroforézy 






 Chelaton 3 – dihydrát disodné soli ethylendiamintetraoctové kyseliny (≥ 99 %, 
Lachema, ČR)
 Kyselina boritá (≥ 99,5 %, Penta, ČR)
 TRIS – tris(hydroxymethyl)aminomethan (> 98 %, Lach-Ner, ČR)
 DMSO – dimethylsulfoxid (> 99 %, Lachema, ČR)
 Hydroxid sodný (> 98 %, Lach-Ner, ČR)
 Deionizovaná voda Milli Q, Millipore (Milford, USA)
4.2 Deriváty pterinu a vzorky ploštic
 Biopterin (≥ 98 %, Sigma Aldrich, Německo)
 Leukopterin (≥ 95 %, Sigma Aldrich, Německo)
 Xanthopterin (≥ 97,5 %, Fluka, Švýcarsko)
 Isoxanthopterin (≥ 97,5 %, Fluka, Švýcarsko)
 Erythropterin (Serva Feinbiochemica, Německo, poskytnut doc. Mgr. Alicí 
Exnerovou, Ph.D.)
 Neopterin (≥ 97,5 %, Sigma Aldrich, Německo)
 Červená, světlá a oranžová forma ploštice Graphosoma semipunctatum
(poskytnuta doc. Mgr. Alicí Exnerovou, Ph.D. a Prof. RNDr. Pavlem Štysem, 
CSc., Katedra zoologie, PřF UK, Praha, původ Kypr)
4.3 Přístrojové vybavení
Deriváty pterinu byly váženy na analytických vahách APX – 100 (Denver 
Instruments, Německo). Požadované pH elektrolytů bylo upravováno pomocí pH metru 
3510 (Jenway, Velká Británie) a elektrolyty byly odplyněny v ultrazvuku LC30H 
(Elma, ČR). Centrifugace vzorků ploštic byla prováděna pomocí centrifugy Force 7 
(Denver Instruments, Německo).
Spektra derivátů pterinu byly proměřeny na komerčním přístroji HP3DCE systém 
s diode-array detektorem (Agilent Technologies, Německo) a ekektroforetická měření 
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byla prováděna na PrinCE 250 autosampler (PrinCE Technologies B.V., Nizozemsko) 
s UV-VIS spektrometrickým detektorem Spectra 100 (Therma Separation Products, 
USA).
Ke sběru a vyhodnocení dat byly použity programy Clarity 2.8.1.584 
(DataApex, Česká republika), Origin 8 (OriginLab Corporation, USA) a Microsoft 
Excel 2003 (Microsoft Corporation, USA).
4.4 Příprava separačních pufrů a zásobních roztoků derivátů pterinu
Na základě literárních údajů22 byl použit separační pufr, který se skládal 
z kyseliny borité, chelatonu 3 a TRISu. Požadované pH bylo upravováno přidáváním 
1,5 moldm−3 NaOH.
Biopterin byl připraven rozpuštěním 0,5 mg látky v 10 ml DMSO. Ostatní 
deriváty byly připraveny rozpuštěním 1 mg příslušné látky v 10 ml DMSO. Byly 
uchovávány v tmavých vialkách obalených aluminiovou fólií, aby byly chráněny před 
světlem a při teplotě 5 °C.
4.5 Příprava extraktů štítků ploštic Graphosoma semipuncatum
Štítky červené (5,0 mg), oranžové (5,6 mg) a světlé (4,2 mg) formy ploštice 
Graphosoma semipunctatum byly rozdrceny a rozpuštěny v 0,5 ml DMSO. Vzniklý 
roztok byl v tmavé vialce na 2 hodiny vložen do ultrazvuku za současného zahřívání 
na 50 °C. Vialka byla následně obalena aluminiovou fólií a uložena do temna při teplotě 
5 ˚C. Minimální doba extrakce v temnu byla 96 hodin a k odstranění nerozpuštěných 
pevných částic nemohla být použita filtrace, protože bylo zjištěno, že dochází k záchytu 
pterinů na filtru67. Roztoky proto byly pouze centrifugovány při 9000 otáčkách za 
minutu po dobu 10 minut. Supernatant byl poté odlit do tmavých vialek a uchováván 
v temnu při teplotě 5 °C jako zásobní roztok reálného vzorku.
4.6 Podmínky měření a postup práce
Elektroforetické separace byly prováděny v nemodifikované křemenné kapiláře 
firmy CACO (Slovensko) o parametrech: vnitřní průměr di = 50 μm, délka kapiláry od 
vstupního konce k detekčnímu okénku LD = 55 cm a celková délka kapiláry LC = 70 cm.
Kapilára byla termostatována na teplotu 30 °C.
Na počátku měření byla kapilára kondiciována následujícím způsobem: promytí
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deionizovanou vodou (2 min), 1 mol.dm−3 NaOH (4 min), opět deionizovanou vodou 
(2 min), elektrolytem (6 min) a následně bylo na elektrody vloženo napětí 20 kV
(10 min) pro ustálení elektroosmotického toku. Mezi každou analýzou byla kapilára 
promývána deionizovanou vodou (2 min), 0,1 mol.dm−3 NaOH (1 min) a elektrolytem 
(2 min). Po posledním denním měření byla kapilára promývána deionizovanou vodou 
(2 min), 1 mol.dm−3 NaOH (3 min), opět deionizovanou vodou (6 min) a vzduchem 
(6 min). Pro všechna promývání byl použit tlak 1000 mbar.
Značkovačem elektroosmotického toku byl dimethylsulfoxid, ve kterém byly 
analyty a reálné vzorky rozpuštěny.
Standardy derivátů pterinu a vzorky ploštic byly dávkovány elektrokineticky po 
dobu 10 s při napětí 20 kV.
4.7 Statistické vyhodnocení výsledků
Střední hodnota souboru měření byla odhadnuta použitím mediánu x~ . 
Směrodatná odchylka s a relativní směrodatná odchylka sr byly vypočítány v programu 
Microsoft Excel 2003 podle vztahu (4-1), respektive (4-2): 











                                           (4-1)
                                                   
x
s
sr ~                                                       (4-2)
kde s je směrodatná odchylka, xi naměřená hodnota, x~ medián a sr relativní směrodatná 
odchylka.
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5 Výsledky a diskuze
5.1 Optimalizace pH, koncentrací složek pufru a separačního napětí
5.1.1 pH Separačního elektrolytu
Jak již bylo popsáno v kapitole pojednávající o vlastnostech derivátů pterinu
(str. 14), pteriny se chovají jako slabé kyseliny. V alkalickém prostředí nesou negativní 
náboj, čili budou migrovat za značkovačem elektroosmotického toku. Jejich 
elektroforetická pohyblivost je záporná a bude se zvětšovat s rostoucí alkalitou 
prostředí.
Vliv pH pufru na elektroforetickou pohyblivost derivátů pterinu byl sledován 
v třísložkovém pufru, který se skládal z kyseliny borité, chelatonu 3 a TRISu. Vliv
hodnoty pH pufru byl sledován v poměrně úzkém intervalu od 8,6 do 9,8. Závislosti 
efektivních elektroforetických pohyblivostí na pH jednotlivých derivátů pterinů jsou 
ukázány na obr. 5.1.
Obr. 5.1: Závislosti efektivních elektroforetických pohyblivostí na pH v separačních 
elektrolytech skládajících se ze 100 mmol.dm−3 kyseliny borité, 2 mmol.dm−3
chelatonu 3 a 100 mmol.dm−3 TRISu. Závislost 1 – biopterin, 2 – neopterin, 3 –
isoxanthopterin, 4 – leukopterin, 5 – xanthopterin a 6 – erythropterin.
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Z obrázku 5.1 je vidět, že se vzrůstající hodnotou pH pufru dochází ke 
vzrůstající záporné hodnotě efektivní elektroforetické pohyblivosti derivátů pterinu, a to 
je ve shodě s předpokladem jejich větší disociovanosti.
Zatímco u biopterinu, neopterinu a erythropterinu nedochází v žádném 
proměřovaném pH separačního elektrolytu ke komigraci, isoxanthopterin, leukopterin a 
xanthopterin (závislost 3, 4 a 5 na obr. 5.1) jsou si strukturně velmi podobné a k jejich 
oddělení dochází pouze v úzkém rozmezí pH separačního elektrolytu jak je 
demonstrováno na obr. 5.2.
Z toho je zřejmé, že vhodné pH leží mezi hodnotami 8,8 – 9,4 a z hlediska
rozlišení je vhodné pH 8,8 a 9,0. Leukopterin se v separačním elektrolytu o pH 8,8 
přibližně po 30 minutovém stání začne vylučovat ve formě sraženiny, a proto byl pro 
další optimalizaci zvolen elektrolyt o pH 9,0. V tomto elektrolytu separace směsi všech 
derivátů pterinu nepřesáhla 28 minut a procházející proud byl 20 μA.
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Obr. 5.2: Elektroferogramy separace isoxanthopterinu (1), leukopterinu (2) a 
xanthopterinu (3) při různých hodnotách pH v elektrolytu skládajícího se 
ze 100 mmol.dm−3 kyseliny borité, 2 mmol.dm−3 chelatonu 3 a 100 mmol.dm−3 TRISu.  
Elektrokinetické dávkování 10 s při 20 kV, separace při 20 kV s UV detekcí při 290 nm.
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5.1.2 Koncentrace chelatonu 3
Koncentrace chelatonu 3 v třísložkovém separačním elektrolytu (kyselina boritá, 
chelaton 3 a TRIS) je v porovnání s koncentrací kyseliny borité a TRISu 50krát menší, a 
proto byla optimalizována jako první. Změna koncentrace chelatonu 3 ovlivňuje 
elektroforetickou pohyblivost jednotlivých látek minimálně (tab. 5.1), přesto má velký
vliv na účinnost celé separace a na citlivost detekce. 
Jako příklad je zde uvedena analýza xanthopterinu (obr. 5.3) v koncentračním 
rozmezí 0 – 3 mmol.dm−3 chelatonu 3. Účinnost separací a rozlišení sousedních píků je 
sumarizováno v tabulkách 5.2 a 5.3.
Obr. 5.3: Elektroforetický záznam měření xanthopterinu v elektrolytu skládajícího se 
ze 100 mmol.dm−3 kyseliny borité, 100 mmol.dm−3 TRISu a (A) 0 mmol.dm−3, 
(B) 1 mmol.dm−3, (C) 2 mmol.dm−3, (D) 3 mmol.dm−3 chelatonu 3 o pH 9,0. 
Elektrokinetické dávkování 10 s při 20 kV, měření při 20 kV s UV detekcí při 290 nm. Pík 
1 – DMSO, 2 – xanthopterin.
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Tabulka 5.1: Vliv koncentrace chelatonu 3 na efektivní elektroforetické pohyblivosti
μeff derivátů pterinu v separačních elektrolytech skládajících se ze 100 mmol.dm
−3
kyseliny borité, 100 mmol.dm−3 TRISu a chelatonu 3 v koncentračním                  
rozmezí 1 – 3 mmol.dm−3 při pH 9,0. BIO – biopterin, NEO – neopterin, ISO –






BIO −1,90 −1,96 −1,87
NEO −2,07 −2,13 −2,03
ISO −2,56 −2,62 −2,53
LEU −2,64 −2,72 −2,61
XAN −2,72 −2,80 −2,70
ERY −3,60 −3,61 −3,59
Tabulka 5.2: Účinnost separace v separačních elektrolytech skládajících se ze
100 mmol.dm−3 kyseliny borité, 100 mmol.dm−3 TRISu a chelatonu 3 v koncentračním 
rozmezí 1 – 3 mmol.dm−3 při pH 9,0. N – počet teoretických pater, BIO – biopterin, 






BIO 69 000 98 000 85 000
NEO 48 000 69 000 56 000
ISO 91 000 127 000 105 000
LEU 87 000 106 000 96 000
XAN 94 000 116 000 108 000
ERY 88 000 84 000 90 000
Tabulka 5.3: Rozlišení sousedních píků v separačních elektrolytech skládajících se ze
100 mmol.dm−3 kyseliny borité, 100 mmol.dm−3 TRISu a chelatonu 3 v koncentračním 
rozmezí 1 – 3 mmol.dm−3 při pH 9,0. R – rozlišení, BIO – biopterin, NEO – neopterin, 




RBIO,NEO 2,5 2,9 3,1
RNEO,ISO 8,9 10,2 12,3
RISO,LEU 2,0 2,7 2,7
RLEU,XAN 2,2 2,4 2,8
RXAN,ERY 30,8 33,5 42,5
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Z tabulky 5.2 je vidět, že při použití 2 mmol.dm−3 chelatonu 3 je dosaženo
nejvyšší separační účinnosti s výjimkou erythropterinu. V jeho případě jsou však počty 
teoretických pater ve všech proměřovaných koncentracích chelatonu 3 přibližně stejné.
Také rozlišení sousedních píků se zvyšuje (tab. 5.3). Důležité je rozlišení mezi 
isoxanthopterinem, leukopterinem a xanthopterinem. 
Tyto tři deriváty pterinu vykazují podobné elektroforetické chování a je obtížné 
nalézt prostředí, ve kterém by byly dostatečně oddělené. Do dalšího optimalizačního 
procesu byla vybrána 2 mmol.dm−3 koncentrace chelatonu 3. 
5.1.3 Koncentrace TRISu
V rámci tohoto optimalizačního kroku byla studována koncentrace TRISu v
rozmezí 50 – 300 mmol.dm−3 v třísložkovém separačním elektrolytu (kyselina boritá, 
chelaton 3 a TRIS). Výsledky separací jsou sumarizovány v tabulkách 5.4 a 5.5
z hlediska počtu teoretických pater a rozlišení sousedních píků.
Na obrázku 5.4 jsou uvedeny závislosti efektivních elektroforetických 
pohyblivostí jednotlivých derivátů pterinu na koncentraci TRISu a z tohoto obrázku je 
vidět, že s rostoucí koncentrací TRISu dochází ke snížení záporných efektivních 
elektroforetických pohyblivostí jednotlivých derivátů pterinu.
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Obr. 5.4: Závislosti efektivních elektroforetických pohyblivostí na koncentraci TRISu v 
separačních elektrolytech skládajících se ze 100 mmol.dm−3 kyseliny borité, 
2 mmol.dm−3 chelatonu 3 a TRISu v koncentračním rozmezí 50 – 300 mmol.dm−3 při 
pH 9,0. Závislost 1 – biopterin, 2 – neopterin, 3 – isoxanthopterin, 4 – leukopterin, 5 –
xanthopterin a 6 – erythropterin. 
Tabulka 5.4: Vliv koncentrace TRISu na účinnost separace v separačních elektrolytech 
skládajících se ze 100 mmol.dm−3 kyseliny borité, 2 mmol.dm−3 chelatonu 3 a TRISu
v koncentračním rozmezí 50 – 300 mmol.dm−3 při pH 9,0. N – počet teoretických pater,
BIO – biopterin, NEO – neopterin, ISO – isoxanthopterin, LEU – leukopterin, XAN –
xanthopterin a ERY – erythropterin.
cTRIS [mmol.dm
−3]
50 100 150 200 250 300
N
BIO 51 000 98 000 53 000 45 000 - -
NEO 73 000 69 000 61 000 83 000 - -
ISO 84 000 127 000 84 000 116 000 138 000 139 000
LEU 118 000 106 000 120 000 124 000 96 000 149 000
XAN 125 000 116 000 102 000 120 000 134 000 136 000
ERY 132 000 84 000 100 000 169 000 168 000 140 000
    - analyty komigrují
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Tabulka 5.5: Rozlišení sousedních píků v separačních elektrolytech skládajících se ze
100 mmol.dm−3 kyseliny borité, 2 mmol.dm−3 chelatonu 3 a TRISu v koncentračním 
rozmezí 50 – 300 mmol.dm−3 při pH 9,0. R – rozlišení, BIO – biopterin, NEO –




50 100 150 200 250 300
RBIO,NEO 3,9 2,9 2,1 2,3 1,2 1,0
RNEO,ISO 7,9 10,2 12,8 17,9 23,5 26,8
RISO,LEU 3,3 2,7 2,7 2,6 2,8 3,3
RLEU,XAN 1,7 2,4 2,5 2,5 3,7 3,7
RXAN,ERY 31,4 33,5 32,8 41,4 54,9 58,1
Z obrázku 5.4 je vidět, že zvýšení koncentrace TRISu nemá žádnou výraznější 
změnu na pohyblivost zón isoxanthopterinu, leukopterin a xanthopterinu. Jejich záporné 
efektivní elektroforetické pohyblivosti klesají přibližně stejně, kromě proměřované 
koncentrace 50 mmol.dm−3 TRISu, kdy se zóna leukopterinu přiblíží k zóně 
xanthopterinu a je možné, že při nižší koncentraci TRISu začnou tyto zóny komigrovat.
S rostoucí koncentrací TRISu se začnou k sobě přibližovat zóny negativně 
nabitého biopterinu a neopterinu (obr. 5.4). Při proměřované koncentraci 250 a 
300 mmol.dm−3 TRISu už obě zóny komigrují, jak je vidět na základě rozlišení 
v tabulce 5.5. Tyto koncentrace byly z dalšího optimalizačního procesu vyloučeny.
Z další optimalizace byla vyloučena i koncentrace 200 mmol.dm−3 TRISu. 
V tomto elektrolytu je sice dosaženo nejvyšší separační účinnosti u erythropterinu, ale 
to je částečně z toho důvodu, že analýza směsi všech derivátů pterinu trvá přibližně 
36 minut a zóna erythropterinu prochází detektorovým okénkem jako poslední.
Separační účinnost biopterinu je v tomto elektrolytu nejnižší. Na základě rozlišení
(tab. 5.5) není vhodná ani koncentrace 50 mmol.dm−3 TRISu. V tomto pufru je rozlišení 
zóny leukopterinu a xanthopterinu nízké.
Rozlišení kritické trojice podobně migrujících derivátů pterinu 
(isoxanthopterinu, leukopterinu a xanthopterinu) je v pufru o koncentraci TRISu 100 a 
150 mmol.dm−3 přibližně stejné. V pufru o koncentraci TRISu 100 mmol.dm−3 je 
dosaženo lepšího rozlišení mezi biopterinem a neopterinem a lepší separační účinnosti u 
biopterinu, neopterinu, isoxanthopterinu a xanthopterinu. Proto byla pro další měření
vybrána koncentrace TRISu 100 mmol.dm−3. V tomto separačním elektrolytu separace 
5 Výsledky a diskuze
41
směsi všech derivátů pterinu nepřesáhla 28 minut a procházející proud byl 20 μA.
5.1.4 Koncentrace kyseliny borité
Byla proměřována koncentrace kyseliny borité v rozmezí 50 – 250 mmol.dm−3
v třísložkovém separačním elektrolytu (kyselina boritá, chelaton 3 a TRIS) a výsledky 
jsou sumarizovány v tabulkách 5.6 – 5.8.
S rostoucí koncentrací kyseliny borité docházelo k mírnému zvyšování
záporných efektivních elektroforetických pohyblivostí derivátů pterinu (tab. 5.6).
Tabulka 5.6: Vliv koncentrace kyseliny borité na efektivní elektroforetické 
pohyblivosti μeff derivátů pterinu v separačních elektrolytech skládajících se 
ze 100 mmol.dm−3 TRISu, 2 mmol.dm−3 chelatonu 3 a kyseliny borité v koncentračním 
rozmezí 50 – 250 mmol.dm−3 při pH 9,0. BIO – biopterin, NEO – neopterin, ISO –
isoxanthopterin, LEU – leukopterin, XAN – xanthopterin a ERY – erythropterin.
ckys. boritá [mmol.dm
−3]
50 100 150 200 250
μeff·10
4 [cm2V−1s−1]
BIO −1,90 −1,96 −2,10 −2,24 −2,36
NEO −1,99 −2,13 −2,33 −2,49 −2,62
ISO −2,60 −2,62 −2,73 −2,84 −2,95
LEU −2,70 −2,72 −2,83 −2,95 −3,06
XAN −2,79 −2,80 −2,92 −3,03 −3,13
ERY −3,59 −3,61 −3,82 −3,92 −4,03
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Tabulka 5.7: Účinnost separace v separačních elektrolytech skládajících se ze
100 mmol.dm−3 TRISu, 2 mmol.dm−3 chelatonu 3 a kyseliny borité v koncentračním 
rozmezí 50 – 250 mmol.dm−3 při pH 9,0. N – počet teoretických pater, BIO – biopterin, 




50 100 150 200 250
N
BIO - 98 000 49 000 76 000 84 000
NEO - 69 000 64 000 84 000 91 000
ISO 102 000 127 000 83 000 109 000 54 000
LEU 121 000 106 000 103 000 120 000 122 000
XAN 113 000 116 000 110 000 128 000 124 000
ERY 103 000 84 000 75 000 106 000 80 000
     - analyty komigrují
Tabulka 5.8: Rozlišení sousedních píků v separačních elektrolytech skládajících se ze
100 mmol.dm−3 TRISu, 2 mmol.dm−3 chelatonu 3 a kyseliny borité v koncentračním 
rozmezí 50 – 250 mmol.dm−3 pH 9,0. R – rozlišení, BIO – biopterin, NEO – neopterin, 
ISO – isoxanthopterin, LEU – leukopterin, XAN – xanthopterin a ERY – erythropterin.
ckys. boritá [mmol.dm
−3]
50 100 150 200 250
RBIO,NEO 1,1 2,9 3,9 6,0 7,7
RNEO,ISO 10,5 10,2 12,8 10,3 9,6
RISO,LEU 2,7 2,7 2,6 3,8 4,2
RLEU,XAN 1,8 2,4 2,5 3,0 3,4
RXAN,ERY 21,8 33,5 34,5 41,8 48,7
Na základě efektivních elektroforetických pohyblivostí (tab. 5.6) a rozlišení
(tab. 5.8) není vhodné použití 50 mmol.dm−3 kyseliny borité. V tomto elektrolytu 
dochází ke komigraci zón biopterinu a neopterinu. Z dalšího optimalizačního procesu 
byla vyloučena koncentrace 250 mmol.dm−3 kyseliny borité, protože separace směsi 
všech derivátů pterinu trvala přibližně 58 minut a v tomto separačním elektrolytu 
procházel poměrně vysoký proud 55 μA. 
Při porovnání účinnosti separace (tab. 5.7) v posledních třech elektrolytech (100, 
150 a 200 mmol.dm−3 kyselina boritá) není vhodné použití 150 mmol.dm−3 kyseliny 
borité. V tomto elektrolytu je nejnižší účinnost separace u všech derivátů pterinu.
Biopterin a isoxanthopterin mají nejvyšší separační účinnost při použití 
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100 mmol.dm−3 kyseliny borité. V případě neopterinu, leukopterinu, xanthopterinu a 
erythropterinu je dosaženo nejvyšší separační účinnosti při použití 
200 mmol.dm−3 kyseliny borité. 
U vyšší koncentrace kyseliny borité je dosaženo vyššího rozlišení (tab. 5.8) u 
biopterinu a neopterinu. Rozlišení neopterinu a isoxanthopterinu je stejné u 100 a 
200 mmol.dm−3 kyseliny borité a u podobně migrujících derivátů pterinu 
(isoxanthopterinu, leukopterinu a xanthopterinu) je vyšší při použití vyšší koncentrace 
kyseliny borité.
Celková doba separace směsi derivátu pterinu byla pro 100 mmol.dm−3 kyseliny 
borité přibližně 28 minut a pro 200 mmol.dm−3 kyseliny borité 48 minut. Během 
separací procházel proud 20 μA, respektive 32 μA. Pro další optimalizační proces byly 
vybrány obě proměřované koncentrace kyseliny borité.
5.1.5 Velikost separačního napětí
V posledním kroku optimalizace byly proměřovány dva třísložkové elektrolyty, 
které se skládaly ze 100 mmol.dm−3 TRISu, 2  mol.dm−3 chelatonu 3 a 100 nebo 
200 mmol.dm−3 kyseliny borité při pH 9,0.
Vkládané napětí na elektrody se pohybovalo v rozmezí 20 – 30 kV. Výsledky 
separací z hlediska rozlišení, doby analýzy a procházejícího proudu jsou sumarizovány 
v tabulce 5.9.
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Tabulka 5.9: Rozlišení sousedních píků R, celková doba separace tcelk. a procházející 
proud I v separačních elektrolytech skládajících se ze 100 mmol.dm−3 TRISu, 
2 mol.dm−3 chelatonu 3 a 100 nebo 200 mmol.dm−3 kyseliny borité při pH 9,0. BIO –
biopterin, NEO – neopterin, ISO – isoxanthopterin, LEU – leukopterin, XAN –
xanthopterin, ERY – erythropterin a U separační napětí.
ckys. boritá [mmol.dm
−3] 100 200
U [kV] 20 25 30 20 25 30
RBIO,NEO 2,9 2,9 2,9 6,0 5,8 5,0
RNEO,ISO 10,2 10,8 12,2 10,3 11,5 12,3
RISO,LEU 2,7 2,8 3,1 3,8 4,5 5,2
RLEU,XAN 2,4 2,4 2,0 3,0 2,9 2,0
RXAN,ERY 33,5 31,4 30,6 41,8 36,7 33,0
tcelk. [min] 28 20 14 48 30 25
I [μA] 20 26 35 32 48 68
Porovnáním obou elektrolytů z hlediska celkové doby separace a procházejícího 
proudu (tab. 5.9) je výhodnější použití 100 mmol.dm−3 kyseliny borité. V tomto 
elektrolytu se zkrátila doba separace o polovinu, zatímco při použití 200 mmol.dm−3
kyseliny borité se taky zkrátila doba separace přibližně o polovinu, ale celková doba 
separace při 30 kV je přibližně stejná jako separace při 20 kV s použitím
100 mmol.dm−3 kyseliny borité. Použitím vyšší proměřované koncentrace kyseliny 
borité se procházející proud zvýšil dvojnásobně.
Zvýšením separačního napětí nedošlo ke snížení rozlišení sousedních 
migrujících zón. Rozlišení biopterinu a neopterinu zůstalo stejné a u podobně 
migrujících derivátů pterinu (isoxanthopterinu, leukopterinu a xanthopterinu) se mírně 
k sobě přiblížily zóny leukopterinu a xanthopterinu.
5.2 Absorpční spektra derivátů pterinu
V optimalizačních měřeních byla pro UV detekci použita vlnová délka 290 nm, 
která byla zvolena na základě literatury68. Po dokončení optimalizace (100 mmol.dm−3
kyselina boritá, 2 mmol.dm−3 chelaton 3 a 100 mmol.dm−3 TRIS, pH 9,0,
elektrokinetické dávkování 10 s při 20 kV, separace při 20 kV), byla za využití přístroje
HP3DCE v módu UV detekce s diodovým polem zaznamenaná spektra jednotlivých 
derivátů pterinu v rozmezí 200 – 400 nm analýzou příslušných píků v elektroferogramu, 
získaných za optimalizovaných podmínek s výjimkou erythropterinu.
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Jednotlivá spektra (závislosti absorbance A na vlnové délce λ) jsou uvedena 
na obrázku 5.5. Podobné vlnové délky příslušející lokálním maximum vykazuje 
biopterin s neopterinem a leukopterin s xanthopterinem. Absorpční maximum 
isoxanthopterinu leží přibližně v lokálních minimech proměřených derivátů pterinu. 
Jako kompromis byla zvolena vlnová délka 250 nm. Tato vlnová délka leží přibližně 
mezi lokálními absorpčními maximy biopterinu, neopterinu, leukopterinu a 
xanthopterinu. Je vidět, že dimethylsulfoxid (obr. 5.5) vykazuje vysoký nárůst 
absorbance při vlnové délce kratší než 237 nm, což je pro detekci při 250 nm výhodné.
Bohužel se nepodařilo získat spektrum erythropterinu, protože koncentrace zóny 
byla pod rozlišovací schopností přístroje. Přesto změna vlnové délky z 290 na 250 nm 
přinesla zlepšení citlivosti detekce (viz dále).
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Obr. 5.5: Absorpční spektra derivátů pterinu a rozpouštědla při 30 °C v separačním 
elektrolytu skládajícího se ze 100 mmol.dm−3 kyseliny borité, 2 mmol.dm−3 chelatonu 3 
a 100 mmol.dm−3 TRISu o pH 9,0. (A) dimethylsulfoxid, (B) leukopterin, (C) neopterin, 
(D) biopterin, (E) xanthopterin a (F) isoxanthopterin.
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5.2.1 Erythropterin
Tento derivát pterinu není komerčně dostupný a u poskytnuté látky nebyla 
uvedená čistota. Na obrázku 5.6 je ilustrován elektroferogram poskytnutého 
erythropterinu. Je vidět, že látka není čistá a obsahuje kromě hlavního píku, který 
odpovídá erythropterinu, ještě několik dalších nečistot.
Erythropterin migruje jako poslední a z obrázku 5.6 je vidět, že změna vlnové 
délky detekce z 290 nm (černý záznam) na 250 nm (červený záznam) výrazně zvýšila 
odezvu a tedy citlivost měření zejména pro pík erythropterinu. Ve vzorku byl metodou 
standardního přídavku identifikován i leukopterin (pík 2) a ostatní neidentifikované 
píky jsou označeny hvězdičkou.
Obr. 5.6: Elektroforetický záznam separace erythropterinu při 290 nm (černý záznam) a 
250 nm (červený záznam) v separačním elektrolytu skládajícího se ze 100 mmol.dm−3
kyseliny borité, 2 mmol.dm−3 chelatonu 3 a 100 mmol.dm−3 TRISu, pH 9,0. 
Elektrokinetické dávkování 10 s při 20 kV, separace při 20 kV. Pík 1 –
dimethylsulfoxid, 2 – leukopterin, 3 – erythropterin a * – nečistoty.
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5.3 Separace modelové směsi všech derivátu pterinu
Studium vlivu vkládaného napětí na migraci jednotlivých derivátů pterinu 
ukázalo, že nemá výrazný vliv na rozlišení mezi sousedními píky. Separace lze provádět 
v celém rozmezí testovaného separačního napětí. Separace při 30 kV je výhodnější pro 
erythropterin, protože má ze všech derivátů pterinů nejnižší odezvu a nedojde tak 
k velkému rozmytí jeho zóny jako při použití 20 kV. Z tohoto důvodu byla identifikace 
derivátů pterinu ve vzorcích ploštic prováděna při 20 a 30 kV. Elektroferogramy 
separace směsi všech derivátů pterinu při obou napětích jsou uvedeny v obrázku 5.7. 
Průměrné efektivní elektroforetické pohyblivosti spolu s relativními směrodatnými 
odchylkami jsou uvedeny v tabulce 5.10.
Obr. 5.7: Elektroforetický záznam separace směsi všech derivátů pterinu v separačním 
elektrolytu skládajícího se ze 100 mmol.dm−3 kyseliny borité, 2 mmol.dm−3 chelatonu 3 
a 100 mmol.dm−3 TRISu, pH 9,0. Elektrokinetické dávkování 10 s při 20 kV, separace 
při (A) 20 kV a (B) 30 kV, UV detekce při 250 nm. Koncentrace derivátů pterinu ve 
směsi 4,2 μg.ml−1. Pík 1 – dimethylsulfoxid, 2 – biopterin, 3 – neopterin, 4 –
isoxanthopterin, 5 – leukopterin, 6 – xanthopterin a 7 – erythropterin.
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Tabulka 5.10: Průměrné efektivní elektroforetické pohyblivosti μeff derivátů pterinu a 
jejich relativní směrodatné odchylky sr; separační elektrolyt: 100 mmol.dm
−3 kyselina
boritá, 2 mmol.dm−3 chelaton 3 a 100 mmol.dm−3 TRISu, pH 9,0. BIO – biopterin, NEO 
– neopterin, ISO – isoxanthopterin, LEU – leukopterin, XAN – xanthopterin a ERY –





4 sr μeff ·10
4 sr
[cm2V−1s−1] % [cm2V−1s−1] %
BIO −1,92 0,21 −2,20 0,38
NEO −2,08 0,21 −2,36 0,44
ISO −2,57 0,20 −2,97 0,39
LEU −2,67 0,21 −3,07 0,42
XAN −2,75 0,18 −3,15 0,37
ERY −3,65 0,15 −4,18 0,37
Jak je vidět z tabulky 5.10, opakovatelnost měření efektivních elektroforetických 
pohyblivostí je pro obě testovaná napětí velmi dobrá. Hodnoty relativních směrodatných 
odchylek jsou pro všechny deriváty velmi nízké a pohybují se v desetinách procent.
5.4 Identifikace derivátů pterinu v reálných vzorcích ploštic 
Graphosoma semipunctatum
Příprava extraktů jednotlivých forem ploštic je uvedena v kapitole 4.5 (str. 31). 
V následujících kapitolách je popsána identifikace derivátů pterinu ve světlé, oranžové a 
červené formě ploštice Graphosoma semipunctatum. Dávkován byl vždy vzorek, který 
se skládal z 10 μl extraktu a 20 μl separačního elektrolytu.
Na základě optimalizace byly všechny separace prováděny při těchto 
podmínkách: separační elektrolyt skládající se ze 100 mmol.dm−3 kyseliny borité, 
2 mmol.dm−3 chelatonu 3 a 100 mmol.dm−3 TRISu o pH 9,0. Elektrokinetické 
dávkování po dobu 10 s při 20 kV, separace při 20 kV a 30 kV, UV detekce při 250 nm.
5.4.1 Světlá forma
Elektroferogramy separace při 20 kV a 30 kV jsou uvedeny v obrázku 5.8 a 
efektivní elektroforetické pohyblivosti spolu s relativními směrodatnými odchylkami 
jsou sumarizovány v tabulce 5.11.
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Obr. 5.8: Elektroforetický záznam separace světlé formy ploštice Graphosoma 
semipunctatum v separačním elektrolytu ze 100 mmol.dm−3 kyseliny borité, 
2 mmol.dm−3 chelatonu 3 a 100 mmol.dm−3 TRISu, pH 9,0. Elektrokinetické dávkování 
10 s při 20 kV, separace při (A) 20 kV a (B) 30 kV, UV detekce při 250 nm. Pík 1 –
dimethylsulfoxid, 2 – biopterin, 3 – isoxanthopterin, 4 – leukopterin a 5 – erythropterin.
Tabulka 5.11: Průměrné efektivní elektroforetické pohyblivosti μeff derivátů pterinu a 
jejich relativní směrodatné odchylky sr; separační elektrolyt: 100 mmol.dm
−3 kyselina
boritá, 2 mmol.dm−3 chelaton 3 a 100 mmol.dm−3 TRISu, pH 9,0. BIO – biopterin, ISO






4 sr μeff ·10
4 sr
[cm2V−1s−1] % [cm2V−1s−1] %
BIO −1,93 0,25 −2,21 0,18
ISO −2,59 0,35 −2,98 0,20
LEU −2,68 0,24 −3,08 0,08
ERY - - −4,17 0,25
- pod rozlišovací schopností detektoru
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Pro identifikaci erythropterinu je nutná separace při 30 kV. Jeho koncentrace je 
v této formě natolik nízká, že separací při 20 kV nelze vůbec jeho pík v 
elektroferogramu rozlišit.
Na základě srovnání efektivních elektroforetických mobilit derivátů pterinu ve 
vzorku ploštice a modelové směsi (viz tabulka 5.10, str. 49) a na základě standardního 
přídavku jednotlivých derivátů pterinu do reálné směsi, byl ve světlé formě ploštice 
Graphosoma semipunctatum identifikován biopterin, isoxanthopterin, leukopterin a 
erythropterin.
5.4.2 Oranžová forma
Elektroferogramy separace při 20 kV a 30 kV jsou uvedeny v obrázku 5.9 a 
efektivní elektroforetické pohyblivosti spolu s relativními směrodatnými odchylkami 
jsou sumarizovány v tabulce 5.12.
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Obr. 5.9: Elektroforetický záznam separace oranžové formy ploštice 
Graphosoma semipunctatum v separačním elektrolytu skládajícího se ze
100 mmol.dm−3 kyseliny borité, 2 mmol.dm−3 chelatonu 3 a 100 mmol.dm−3 TRISu, pH 
9,0. Elektrokinetické dávkování 10 s při 20 kV, separace při (A) 20 kV a (B) 30 kV, 
UV detekce při 250 nm. Pík 1 – dimethylsulfoxid, 2 – biopterin, 3 – isoxanthopterin, 4 –
leukopterin a 5 – erythropterin.
Tabulka 5.12: Efektivní elektroforetické pohyblivosti μeff derivátů pterinu a jejich 
relativní směrodatné odchylky sr v separačním elektrolytu skládajícího se ze 100 
mmol.dm−3 kyseliny borité, 2 mmol.dm−3 chelatonu 3 a 100 mmol.dm−3 TRISu, pH 9,0. 
BIO – biopterin, ISO – isoxanthopterin, LEU – leukopterin a ERY – erythropterin, 





4 sr μeff ·10
4 sr
[cm2V−1s−1] % [cm2V−1s−1] %
BIO −1,90 0,09 −2,18 0,08
ISO −2,55 0,13 −2,95 0,13
LEU −2,65 0,11 −3,06 0,08
ERY −3,63 0,16 −4,19 0,10
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Na základě srovnání efektivních elektroforetických mobilit derivátů pterinu ve 
vzorku ploštice a modelové směsi (viz tabulka 5.10, str. 49) a na základě standardního 
přídavku jednotlivých derivátů pterinu do reálné směsi, byl v oranžové formě ploštice 
Graphosoma semipunctatum identifikován biopterin, isoxanthopterin, leukopterin a 
erythropterin.
Obrázek 5.10 ilustruje separaci oranžové formy ploštice před a po standardním 
přídavku isoxanthopterinu, leukopterinu a xanthopterinu. K 10 μl extraktu ploštice bylo 
pipetováno 20 μl separačního elektrolytu a vždy po 10 μl 0,025 mg.cm−3 příslušných 
derivátů pterinu. Extrakt ze štítku ploštice obsahuje ještě další dvě neidentifikované 
látky, jejichž píky jsou však dostatečně odděleny od píků studovaných analytů.
Obr. 5.10: Elektroforetický záznam separace oranžové formy ploštice Graphosoma 
semipunctatum (A) před a (B) po standardním přídavku derivátů pterinu. Standardní 
přídavek (10 μl 0,025 mg.cm−3 příslušného derivátu pterinu) byl pipetován k 10 μl 
extraktu ploštice a 20 μl separačního elektrolytu. Separační elektrolyt se skládal z 
100 mmol.dm−3 kyseliny borité, 2 mmol.dm−3 chelatonu 3 a 100 mmol.dm−3 TRISu, 
pH 9,0. Elektrokinetické dávkování 10 s při 20 kV, separace při 20 kV a UV detekce při 
250 nm. Pík 1 – isoxanthopterin, 2 – leukopterin a 3 – xanthopterin.
A B
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5.4.3 Červená forma
Elektroferogramy separace při 20 kV a 30 kV jsou uvedeny v obrázku 5.11 a 
efektivní elektroforetické pohyblivosti spolu s relativními směrodatnými odchylkami 
jsou sumarizovány v tabulce 5.13.
Obr. 5.11: Elektroforetický záznam separace červené formy ploštice Graphosoma 
semipunctatum v separačním elektrolytu skládajícího se ze 100 mmol.dm−3 kyseliny 
borité, 2 mmol.dm−3 chelatonu 3 a 100 mmol.dm−3 TRISu, pH 9,0. Elektrokinetické 
dávkování 10 s při 20 kV, separace při (A) 20 kV a (B) 30 kV, UV detekce při 250 nm. 
Pík 1 – dimethylsulfoxid, 2 – biopterin, 3 – isoxanthopterin, 4 – leukopterin a 5 –
erythropterin.
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Tabulka 5.13: Efektivní elektroforetické pohyblivosti μeff derivátů pterinu a jejich 
relativní směrodatné odchylky sr v separačním elektrolytu skládajícího se ze 100 
mmol.dm−3 kyseliny borité, 2 mmol.dm−3 chelatonu 3 a 100 mmol.dm−3 TRISu, pH 9,0. 
BIO – biopterin, ISO – isoxanthopterin, LEU – leukopterin a ERY – erythropterin, 





4 sr μeff ·10
4 sr
[cm2V−1s−1] % [cm2V−1s−1] %
BIO −1,95 0,23 −2,19 0,17
ISO −2,54 0,18 −2,96 0,23
LEU −2,66 0,22 −3,09 0,23
ERY −3,66 0,24 −4,20 0,36
Na základě srovnání efektivních elektroforetických mobilit derivátů pterinu ve 
vzorku ploštice a modelové směsi (viz tabulka 5.10, str. 49) a na základě standardního 
přídavku jednotlivých derivátů pterinu do reálné směsi, byl v červené formě ploštice 
Graphosoma semipunctatum identifikován biopterin, isoxanthopterin, leukopterin a 
erythropterin.
5.4.4 Shrnutí
Ve všech třech formách ploštice Graphosoma semipunctatum byl nalezen
biopterin, isoxanthopterin, leukopterin a erythropterin. Při porovnání jednotlivých 
elektroferogramů (v rámci ploch píků příslušejících jednotlivým derivátům) je patrné, 
že ve světlé formě je všech identifikovaných derivátů pterinu nejméně. Ze všech 
studovaných derivátů jsou barevné pouze dva, a to xanthopterin (žlutý) a erythropterin 
(červeno-oranžový). Xanthopterin nebyl nalezen ani v jednom reálném vzorku, což se 
shoduje s dostupnou literaturou8. Z toho vyplývá, že jednotlivé barevné formy jsou dány 
rozdílným zastoupením erythropterinu a ostatních třech derivátů, tedy biopterinu, 
isoxanthopterinu a leukopterinu. Například v červené formě ploštice je majoritním 
píkem biopterin, v oranžové formě je ho nejméně. Dva neidentifikované píky, které 
migrují mezi trojicí derivátů pterinu (obr. 5.10, str. 53) jsou v červené formě 
minoritními píky, zatímco ve světlé formě představují majoritní píky. Jeden z těchto
majoritních píků by mohl být melanin. Tento pigment je zodpovědný za černé až hnědé 





Byla vypracována metoda kapilární elektroforézy pro separaci šesti derivátů 
pterinu, konkrétně biopterinu, neopterinu, isoxanthopterinu, leukopterinu, xanthopterinu
a erythropterinu. Jako základní elektrolyt byla použita třísložková směs vodného 
roztoku kyseliny borité, chelatonu 3 a TRISu. 
V rámci optimalizačního procesu byl sledován vliv změny pH základního
elektrolytu, změny koncentrace jeho jednotlivých složek a separačního napětí na 
elektromigrační chování a rozlišení studovaných analytů. V optimalizovaných 
separačních podmínkách (separační elektrolyt skládající se ze 100 mmol.dm−3 kyseliny 
borité, 2 mmol.dm−3 chelatonu 3 a 100 mmol.dm−3 TRISu o pH 9,0, elektrokinetické 
dávkování po dobu 10 s při 20 kV, separace při 20 kV a 30 kV, UV detekce při 250 nm) 
byla analyzována modelová směs všech šesti derivátů pterinu a byla určena 
opakovatelnost elektromigračních časů jednotlivých derivátů vyjádřená hodnotou 
směrodatné odchylky. Ta se pohybovala v desetinách procent, což je pro 
elektroforetická měření velmi dobrá hodnota. Nově vyvinutá metoda byla aplikována na 
analýzu extraktů ze štítků tří forem ploštic Graphosoma semipunctatum, a to světlé, 
oranžové a červené formy. 
Identifikace jednotlivých derivátů pterinu v reálném vzorku byla provedena na 
základě shodnosti migračních časů získaných píků s migračními časy příslušných 
standardů a metodou standardního přídavku. Bylo zjištěno, že ve všech studovaných 
formách se vyskytuje biopterin, isoxanthopterin, leukopterin a erythropterin, avšak 
v různých vzájemných poměrech. Přesnější určení poměru a obsahu jednotlivých 
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